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【目的・背景】
GM2 gangliosidosis は、β-N-acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52 : Hex) の先天的異常により、GM2 
ganglioside のリソソームにおける加水分解が障害され、主として神経細胞のリソソームに GM2 
gangliosideが蓄積する疾患である。本疾患は、Hex A, S 活性の低下に起因する Tay-Sachs 病、Hex 




近年、このようなリソソ－ム病に対して低分子化合物である pharmacological chaperone (PC) を利
用した新たな治療法が提唱されている。これは、変異酵素の活性中心に対し親和性の高い PC を作
用させることで、熱力学的に不安定な変異酵素の立体構造を安定化へと導き、リソソームへの酵素
輸送量を増加させ、結果的に蓄積基質の分解を促す治療法である。これまでに、Fabry 病や Gaucher 















ぞれ存在する。3 つのアイソザイムがあり、Hex A は、α、β サブユニットのヘテロダイマー、Hex 
B は β サブユニットの、Hex S は、α サブユニットのホモダイマーによって形成されている。α、
β サブユニットは、活性部位をそれぞれ一つずつ有しており、酸性基質は α によってのみ、中性基
論 文 内 容 の 要 旨 
質は α、β サブユニット両者によって分解を受ける。そこでまず、全 Hex に対する阻害の傾向を
確認するため中性基質を用いて構造活性相関の検討を行った。 
本研究では最初に、基質とは異なる母核構造を持つピロリジン型イミノ糖 2-acetamido-1,4-imino-
1,2,4-trideoxy-L-arabinitol  (LABNAc) の構造活性相関について検討した。その結果、LABNAc やそ
のジアステレオマーにピペリジン型イミノ糖を上回る活性があることを見出した 3)。ただ、その活
性上昇は僅かであり、さらなる最適化が必要であると考えられた。 
これまでは、Hex の基質となる GlcNAc や GalNAc の有する特徴的な官能基 acetamido 基を有
したイミノ糖を中心に研究を進めてきたが、様々なピロリジン型イミノ糖 4, 5) について検討を行っ
た結果、N-methylcarbamoyl 基を有した化合物 1 に強力な Hex 阻害活性が見出された (Table 1)。
そこで次に、この化合物 1 の立体異性体や類縁体を用い、Hex に与える影響について詳細な解析
を行った。 
最初に、各置換基の配置による影響について化合物 1 の立体異性体 15 種類を用いて比較検討
した。その結果、C3 における水酸基が (R) に配置した化合物に共通して強力な Hex 阻害活性が
見られた。さらに、(3R) 構造を有する化合物の中でも特に強い活性を示した化合物 1、3、15 は、
いずれも (2S, 3R) の trans 配置であった (Table 2)。これらのことから、Hex に対する強力な阻害
活性は、(3R) であることが特に重要で、かつ (2S) の配置を有する必要があると考えられた 6)。 
臨床応用されているイミノ糖は、ピペリジン骨格の N 位に置換基を導入することで、体内にお
ける有効性が高められている。そこで、ピロリジン骨格の N 位に置換基を導入した化合物 19、20、
21 について検討を行った。その結果、いずれも化合物 1 を下回る活性にとどまったものの、ある
程度の活性は保持された (Table 3)。 
2) GM2 gangliosidosis 治療への応用 
 Tay-Sachs 病は、α サブユニットの異常に起因して Hex A, S 活性が、Sandhoff 病は β サブユニ
ットの異常に起因して Hex A, B 活性が低下している。α、β サブユニットはともに GlcNAc や 
GalNAc 残基を認識するため、これらに似た構造と考えられるイミノ糖は、α、β サブユニットの両
者に結合し得ると推測できる。 PC は酵素にとって、構造的側面から見れば安定化剤として働くが、




そこで、酸性基質を用いて α サブユニットへの親和性を示す Hex A, S 阻害活性を測定し、全 
Hex に対する阻害効果と比較検討した (Table 2, 3)。その結果、いずれの化合物も全 Hex と比べ 
Hex A, S に対する阻害活性が低下した。つまり、α サブユニットより β サブユニットへの結合能力
が高いと予測された。このことから、Sandhoff 病では支障がないものの Tay-Sachs 病への応用の際、
中性基質分解活性を阻害することが懸念された。しかし、化合物 3、19 のように配置の変化、置換





被験化合物としては、α サブユニットへの親和性が高い化合物 1、3、19 を用いた。 
まず、生細胞において Hex A, S 残存活性に与える影響を検討した。比較対象として、先行研究
にて臨床試験が行われていた pyrimethamine (PMT) を用いた。PMT は、毒性の見られなかった 3 
µM 以下で効果を確認したが、コントロール群と比較した Hex A, S 活性上昇は 2 倍程度にとどま
った。一方、本研究で見いだされた化合物 1、3、19 は、100 µM 処置でも毒性を示すことはなく、
濃度依存的に Hex A, S 活性を上昇させた。100 µM 処置において化合物 1、3 は、コントロール群
と比較して約 15 倍、化合物 19 は、約 12 倍もの活性上昇を引き起こし、低濃度領域においても 
PMT を大きく上回る効果を示した (Figure 1)。そこで、化合物 1、3 が正常細胞と比較してどの程
度まで活性を回復させるかさらに確認を行った。無処置の患者由来細胞では、正常細胞に比べ Hex 
A, S 活性は 3 % 程度にとどまったが、化合物 1、3 を 100 µM 処置した場合には、40 % 以上ま
で酵素活性が回復した。これは、 Tay-Sachs 病における治療水準 (正常の 10 %) を大きく超えてお
り、十分な治療効果が期待できる結果となった。次に、各化合物の中性基質分解活性への影響につ
いても確認を行った。その結果、化合物 3、19 については影響が見られなかったものの 1 は、100 
µM 処置においてコントロール群をやや下回る活性となった (Figure 2)。ただ、その効果は限定的
なものであり、化合物 1 も治療薬として十分期待することができると考えられた。最後に免疫染
色法を用いて、化合物 1、3 処置群における Hex A, S のリソソーム移行性についても確認を行っ




もきわめて高い Hex 親和性を示す化合物の創製に成功した。その中でも、化合物 1、3 は、Tay-
Sachs 病患者由来細胞において、治療水準 (正常の 10 %) を大きく上回る 40 % 以上まで Hex A, S 
活性を上昇させた。また、これら化合物は α サブユニットへの低選択性が懸念されたものの、中性
基質分解活性には、ほぼ影響を与えないことも確認された。以上の結果より、本研究で見出した化
合物 1、3 は、これまで有効な治療法の存在しなかった GM2 gangliosidosis の治療薬として十分貢
献し得ると考えられた。
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学 位 論 文 審 査 の 要 旨 
β-N-Acetylhexosaminidase (EC 3.2.1.52 : Hex) はリソソーム加水分解酵素の一種であ
り、糖タンパク質、糖脂質、グリコサミノグリカンなどに付加している
N-acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) や N-acetyl-D-galactosamine (GalNAc) 残基の加水分
解を触媒する。GM2 gangliosidosis は、Hexの先天的異常によりリソソームにおける GM2 
gangliosideの加水分解が障害され、主としてリソソームに当該基質が蓄積する疾患である。
本疾患は、Hex A, S 活性の低下に起因する Tay-Sachs 病、Hex A, B 活性の低下に起因す















とを初めて見いだした。更に本化合物の立体異性体 15 種類を用い、Hex に与える影響に
ついて詳細な解析を行った結果、Hex に対する親和性の発現には (3R) 構造が必要であり、
(2S, 3R) の trans 配置を取ることで、その親和性が飛躍的に向上することを明らかにした。
さらに、窒素原子上の置換基と活性の相関についても精査し、最適化合物を見出だすに至
った。
2) 新規ピロリジン型イミノ糖の Tay-Sachs 病患者由来細胞に対する効果の検証
最適化したピロリジン型イミノ糖の治療薬としての効果を確認するため、申請者は
 Tay-Sachs 病患者由来の細胞を用いた評価を行った。無処置の患者由来細胞では、正常細
胞に比べ Hex 活性は 3 % 程度であったのに対し、最適化した化合物 ( 100 µM )を処置し
た場合には、40 % 以上まで酵素活性が回復することを見いだした。これは、 Tay-Sachs 病
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